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* MnoZeni buneék mit6ézou
» Dostatek zivin, rustovych faktort, pH a teplota prostredi

» Metody stanoveni poctu bunek:

nespecifické barveni vSech proteinti/DNA (metylénova modr,
neutralni ¢erven, tetrazoliové soli MTT, WST1/ CyQuant)

Burkerova komurka
Pocitac castic (CASy - Roche )



Zivotnost bunék (vs. mortalita)
Zivé bunky — semipermeabilni cytoplazmatick4 membr.

Mrtvé bunky — permeabilni cytoplazmatickda membr.
DYE EXCLUSSION ASSAYS

Zivé buiika je schopna zabranit prniku barviva (el. proudu) dovnitf

Barviva: eosin, trypanova modr, propidium iodid, 7 amino
actinomycin D, acridin orange, Hoechst 33258

7AAD: SS 1 mg/ml; WS 1 ug/ml ... inkubace 1 minutu, hodnoceni
FACS

zivé bunikky nenabarvené x mrtvé fluoreskuji v FL2



CASY
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Dead cells have a membrane that is permeable Viable cells have an intact membrane,
for the electrical current. They are measured by which excludes the electrical current. They
the size of the cell nucleus. are measured by the true cell volume.
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Rozruznéni bunék vlivem faktoru okolniho prostredi
Zmeéna biochemickych procest
expresniho profilu (mRNA, DNA, proteiny)
mortfologie
povrchovych antigenti
Detekce téchto zmén metodami biochemie
molekularni biologie
histologie/cytologie
imunologie



HEMATOPOIESIS

Committed or
Differentiated
Stem Cell Maturational Sequence Circulating Pool
Pronormoblast Basophilic Polychromatophilic Orthochromatic Reticulocyte Erythrocyte
(proerythroblast) #* Normoblast ——#% normoblast ——* normoblast —* —_—
(erythroblast) (erythroblast)
Promegakaryocyte
Megakaryoblast—g —p Megakaryocyte # Thrombocyte
Monoblast_o Promonocyte & Monocyt CD14+
R
,." Eosinophilic
K myelocyte
CD11b+
ili ili Band or stab
Pluripotent Promyelocyt Neutrophilic Neutrophilic andorsta Segmented

Stem Cell myelocyté * metamyelocyté * neutrophi

neutrophil

Basophilic .
myelocyte Basophil
(Bursa ["'-:_h 81 N
Equivalent) Wi ] ymphocyte
Lvmphobl Prolymphocyt
e Plasma cells
(Thymus) o Tlymphocyte



Vitamin D3 (VDB, kalcitriol) — aktivace kindzovych kaskad,
translokace do jadra, aktivace VDR, ovlivnéni transkripce

Phorbolmyristate acetate/12-O-tetradecanyl phorbol

13-acetate (PMA/TPA) — vazba na receptor asociovany s protein
kinazou C — PI3K — cAMP - pokles cMyc — zastava proliferace

Dimetyl sulfoxid 1,3 % (DMSO) — Siroké spektrum ucéinka —
zvyseni fluidity membrany, aktivace kinazovych kaskad, zvyseni Ca2*,
vazba na DNA - ovlivnéni transkripce, demetylace

Soubéh drah ovliviiujici kinazové kaskady, transkripcéni
faktory (napr. PU.1), G/M/GM-CSF



Zména enzymového vybaveni bunek
Nespecifické esterazy
Hydrolyza a-naftyl acetatu esterazami vede k vzniku hnédého zbarveni
Detekce myeloperoxidazy
Myeloperoxidaza stépi peroxid kysliku za vzniku kyslikovych radikali, které pak oxiduji
o-dianisidin za vzniku barevnych latek chinonového charakteru
Produkce ROS pri oxidativnhim vzplanuti (monocyty)
Redukce NBT (nitroblue tetrazolium)

NBT je redukovan superoxidem produkovanym monocyty. Redukce vede k zméné barvy
ze zluté na modrou (zména absorbance)

Redukce luminolu superoxidem produkovanym monocyty (zmeéna
chemiluminiscence)

Zmeéna morfologie - ZvySena adhese, pseudopodia, zastava proliferace
Zmeéna povrchovych molekul
Exprese (R pro C3b slozku komplementu) a CD14-PE

(vazba LPS) - Detekee protildtkami pfimo kongujovanymi s fluorescenénimi zna¢kami



Imunokomplex




